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HE: [A 85] 4849 3 Helicoverpa armigera 的 剂量 补偿 (dosage compensation, DC) 分 子 机 制 尚 不 清 
楚 。 本 研究 旨 在 通过 克隆 棉铃 虫 雄 性 特异 性 致死 (male-specific lethal, msl) 基因 Hamsll ,利用 
RNA 干扰 技术 明确 其 是 否 参 与 调控 棉铃 虫 剂 量 补偿 。【 方 法 】 利 用 RT-PCR 同 源 克 隆 棉铃 忠 
Hamsll HAAK cDNA; 利用 qPCR 技术 研究 Hamsll 基因 在 棉铃 下 不 同 发 育 时 期 的 表达 谱 ; 通 过 
显 微 注射 Hamsll siRNA 到 棉铃 时 3 冷 幼虫 中 对 Hamsll 基因 进行 RNA 干扰 后 ,利用 qPCR 技术 检 
m 15 个 Z 染 色 体 基因 的 表达 情况 ,分 析 Haml 是 否 调控 Z 染色 体 基 因 剂 量 。[ 结果 】 成 功 克 隆 了 
棉铃 时 Hamsll 基因 的 cDNA 序列 ,鉴定 出 Hamsll 基因 mRNA 存在 2 种 剪接 体 , 分 别 命名 为 
Hamsll a( GenBank 登录 号 : MK564008) 和 Hamsl1b ( GenBank 登录 号 : MK564009) 。 功 能 域 分 析 发 
I HaMSL1 含有 典型 的 PEHE 和 coiled-coil 功能 域 ,具有 MSLI 蛋白 的 特征 。qPCR 分 析 表 明 ， 
Hamsll 基因 位 于 棉铃 虫 Z 染色 体 上 ;棉铃 虫 Hamslla 5 Hamsllb 基因 表达 均 具 有 发 育 时 期 特异 性 ， 
在 成 虫 期 表达 量 最 高 , 且 雌 雄 化 肾 后 基因 表达 量 差异 显著 ,具有 性 别 特 异性 。 通 过 同 源 比 对 和 
qPCR 分 析 , 在 DNA 水 平 鉴定 了 15 个 ZZ 染色 体 候选 基因 。 显 微 注 射 Hamsll siRNA 于 3 èg k 4k 
内 72 h ,干扰 效率 为 36.01% ~64.27% ,并 未 发 生 雄 性 致死 现象 ;与 对 照 组 相 比 ,Hamsll RNAi 处 理 
组 中 棉铃 虫 15 A Z 染色 体 基 因 在 雄性 个 体 中 整体 呈现 表达 量 上 调 趋势 ,而 在 内 性 个 体 中 平均 表达 
水 平 差异 不 显著 。 【结论 本 研究 初步 探 明 Hamsll 基因 位 于 棉铃 贝 Z 染色 体 上 , 且 该 基因 可 能 
过 抑制 雄性 棉铃 出 乙 染色体 基因 表达 ,调控 棉铃 贝 乙 染 色 体 剂量 补偿 。 本 研究 为 深入 研究 棉铃 
剂量 补偿 分 子 机 制 和 绿色 防 控 棉铃 虫 提供 了 理论 基础 。 
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Identification and functional analysis of the dosage compensation related 


gene Hamsll in Helicoverpa armigera ( Lepidoptera: Noctuidae) 

ZHANG Ya-Kun', DENG Zhong-Yuan’, GU Shao-Hua' , LI Xian-Chun*'" (1. State Key Laboratory for 
Biology of Plant Diseases and Insect Pests, Institute of Plant Protection, Chinese Academy of Agricultural 
Sciences, Beijing 100193, China; 2. School of Agricultural Sciences, Zhengzhou University, Zhengzhou 
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Abstract: [ Aim] The dosage compensation mechanism of Helicoverpa armigera is still unclear. This 
study aims to clone male-specific lethal 1 gene Hamsll from H. armigera and to investigate whether it 
regulates dosage compensation of H. armigera by RNA interference technology. [Methods] The full- 
length cDNA of Hamsll sequence of H. armigera was cloned by RT-PCR based on homologous sequence 
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alignment. The gene expression profiles of Hamsll in different developmental stages of H. armigera were 
detected by qPCR. After RNAi of Hamsll via microinjection of Hamsll siRNA into the 3rd instar larvae 
of H. armigera, the expression levels of 15 Z-linked genes were detected by qPCR to verify whether 
Hamsll regulates the dose of genes on Z chromosome. [Results] The full-length cDNA of Hamsll was 
successfully cloned from H. armigera, and its mRNA was identified to have two alternative splicing 
MK564008) and Hamsllb 
( GenBank accession no. : MK564009) , respectively. Functional domain analysis showed that HaMSLI 


transcripts, which were designated as Hamsl1a ( GenBank accession no. : 


contains a typical PEHE domain and a coiled-coil domain, which are the characteristics of MSLI protein. 
The qPCR analysis demonstrated that Hamsll gene was located on the Z chromosome of H. armigera. The 
expression of both Hamslla and Hamsl1b showed the developmental stage specificity, peaking at the adult 
stage, and the sex specificity with significantly different expression level between female and male after 
pupation. Fifteen Z-linked genes were identified by homologous alignment and qPCR at the DNA level. 
Microinjecting Hamsll siRNA into the 3rd instar larvae of H. armigera for 72 h resulted in a RNA 
interference efficiency of 36.01% -64.27% , but no male specific lethal phenomenon was found in the 
tested insects. The 15 Z-linked genes in the Hamsll RNAi group showed significantly up-regulated 
expression in males as compared to those in the control group, but no significant expression change in 
females. [Conclusion] This study preliminarily proves that Hamsl1 gene is located on the Z chromosome 
of H. armigera and may regulate the dosage compensation by inhibiting the expression of Z-linked genes 


in male H. armigera. This study provides a theoretical foundation for further study of the molecular 


mechanism of dosage compensation and environmentally-friendly control of H. armigera. 


Key words: Helicoverpa armigera; Hamsll ; sex chromosome; dosage compensation; RNAi 





雄性 特异 性 致死 基因 最 早 在 黑 腹 果 晶 
Drosophila melanogaster 中 发 现 ,1932 年 Muller 提出 
果 晶 中 存在 一 种 剂量 补偿 (dosage compensation, 
DC) 效 应 机 制 来 平衡 雌雄 X 染色 体 连 锁 基 因 的 表达 
( Gelbart and Kuroda，2009 ) , 该 现象 称 为 剂量 补偿 
效应 ,这 个 机 制 被 定义 为 剂量 补偿 机 制 。 而 果 蝇 剂 
量 补偿 机 制 的 核心 即 为 剂量 补偿 复合 体 ( dosage 
compensation complex, DCC) , 也 称 为 MSL 复合 体 
( MSL complex) ( Schauer et al., 2017) ,而 雄性 特异 
性 致死 基因 在 其 中 起 关键 作用 (ik and Akhtar, 
2009) 。 剂 量 补偿 机 制 对 于 昆虫 的 性 别 调控 网 络 的 
构建 极其 重要 ,因此 任何 干扰 昆虫 剂量 补偿 机 制 的 
素 都 可 能 被 用 于 农业 害虫 的 防治 。 

果 晶 剂量 补偿 复合 体 主要 由 5 个 雄性 特异 性 致 
死 基 因 msll, msl2, msl3, mle (maleless ) 和 mof 
(males absent on the first) 与 2 个 非 编 码 RNAs 即 





























在 剂量 补偿 机 制 中 是 一 个 中 心 作用 因子 ( Kadlec et 
al., 2011) , MSLI 的 氨基 端 结合 MSL2 形成 MSLIZ 
MSL2 二 到 体 , 作 为 核心 蛋白 复合 物 ,启动 剂量 补偿 
复合 体 的 组 装 (Wu et al., 2011)。 此 外 ,MSLI BD 
基 端 PEHE 结构 域 ( Marín, 2003) 与 MSL3 MRG £j 
构 域 和 MOF 组 蛋白 乙酰 转移 酶 (HAT) 结构 域 结 
合 , 从 而 增加 MOF 组 蛋白 乙酰 基 转 移 酶 活性 
( Kadlec et al., 2011; Samata and Akhtar, 2018) 。 研 
究 发 现 , 除 MSL 复合 体 之 外 ,也 有 部 分 蛋白 作为 辅 
助 因子 参与 到 剂量 补偿 中 来 (Lucehesi, 2009) 。 

除 果 蚁 外 ,其 他 昆虫 的 剂量 补偿 研究 目前 仍 处 
于 初级 阶段 ,部 分 昆虫 已 鉴定 出 其 性 染色 体 的 剂量 
补偿 效应 类 型 ,如 烟草 天 蛾 Manduca sexta 通过 上 调 
雌性 单条 2Z 染色 体 的 基因 表达 量 与 雄性 两 条 Z 染 
色 体 基因 表达 量 达 到 平衡 ,从 而 实现 完全 剂量 补偿 
(Smith et al., 2014) ; 印度 谷 蜡 Plodia interpunctella 



































roX1( RNA on the X1 )#ll roX2( RNA on the X2 ) 共 同 
ZH JN, ( Straub. and Backer, 2007; 
Kuroda, 2015 ) 。 该 复合 体 通过 使 雄性 果 蝇 X 染色 
体 上 的 基因 表达 量 加 倍 来 平衡 雄性 (XY ) 与 雌性 
(XX) 之 间 X 连 锁 基 因 的 表达 (Lucchesi et al., 
2005; Conrad and Akhtar, 2012) 。 其 中 MSLI 和 蛋白 


Lucchesi and 






































通过 雌性 单条 Z 染色 体 基 因 剂 量 的 轻微 上 调 来 实 
现 不 完全 剂量 补偿 (Harrison et al., 2012) ; X # 
Bombyx mori 剂量 补偿 方式 至 今 仍 不 明朗 (Zha et 
al., 2009; Walters and Hardcastle, 2011; Gopinath et 
al., 2017; Huylmans et al., 2017) ,而且 关于 已 鉴定 
剂量 补偿 类 型 的 昆虫 其 分 子 机 制 仍 知之 甚 少 。 研 究 
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发 现 ,在 鞘翅 目 赤 拟 谷 盗 Tribolium castaneum "H t 
少 msll ÆN (EER, 2013) ,在 鳞 翅 目 家 乍 中 虽 已 
鉴定 出 msll 基因 (Liu et al., 2008) ,但 并 没有 作 深 
人 研究 。 

目前 , 鳞 翅 目 性 染色 体 剂 量 补偿 的 分 子 机 制 尚 
未 见报 道 ,本 研究 以 棉铃 虫 为 试 材 ,在 前 期 已 鉴定 的 
棉铃 虫 通过 雄性 两 条 Z 染色 体 基 因 表 达 量 的 下 调 
和 雌性 单条 Z 染色 体 基因 表达 量 的 上 调 实现 Z 染 
色 体 完全 剂量 补偿 ( 另 文 发 表 ) 的 基础 上 ,克隆 并 验 
证 棉铃 虫 Hamsll 基因 ,通过 qPCR 技术 检测 该 基因 
在 棉铃 虫 不 同 发 育 时 期 的 表达 特征 ,运用 RNA 干扰 
(RNAi) 技术 分 析 沉 默 该 基因 对 棉铃 虫 雌雄 性 染色 
M CZ) 基因 剂量 的 影响 ,为 进一步 探索 其 在 棉铃 虫 
剂量 补偿 机 制 中 的 地 位 珊 定 基础 ,为 揭示 棉铃 虫 剂 
量 补偿 的 分 子 机 制 提供 理论 依据 。 






























































1 材料 与 方法 


1.1 供 试 昆 虫 

棉铃 虫 于 2016 年 6 月 采 自 河南 省 南阳 市 , 带 回 
实验 室 建 立 种 群 并 多 代 人 饲养 。 饲 养 温 度 27 + 1C， 
相对 湿度 40% +10% (幼虫 期 ) 70% + 10% (WE 
期 ) , 光 周 期 16L:8D。 幼 虫 阶段 饲 喂 含 酪 蛋白 的 人 
Ts] E ( Waldbauer et al., 1984; 张帆 ,2018 ) ,成 虫 
阶段 以 10% B5] EE SR KC] IS o 
1.2 主要 试剂 

总 RNA 提取 试剂 Trizol 和 RNase Inhibitor 购 自 
Thermo Fisher 公司 ;FastQuant RT Kit, DH5o RZA 
细胞 ，SuperReal PreMix Plus SYBR Green PCR, Ihi. 
液 / 细 胞 /组 织 基因 组 DNA 提取 试剂 盒 均 购 自 天 根 
生化 有 限 公 司 ; Ex Taq Polymerase, dNTP Mixture 
(2.5 mmol/L each), 10 x PCR Buffer ( & Mg^* ) ， 
DNA 2000 Marker, 6 x Loading Buffer 和 DEPC 水 均 
WÄ TaKaRa 公司 ;RQ1 RNase-free DNase, pGEM-T 
Easy Vector fll T4 DNA Ligase 均 购 自 Promega 公司 ; 
质粒 提取 试剂 盒 和 胶 回 收 试剂 盒 均 购 自 北京 中 科 瑞 
泰 公司 ;IPTG, X-gal HAKR EKI H AMESCO 公 
司 ;引物 合成 及 基因 测序 工作 由 北京 华 大 基因 完成 。 
1.3 ”棉铃 虫 Hamsll 基因 全 长 cDNA 的 克隆 

Trizol 法 提取 棉铃 虫 瞧 雄 成 虫 RNA ,使 用 RQ1 
RNase-free DNase 和 RNase Inhibitor 处 理 总 RNA Ë 
品 ,去 除 基因 组 DNACgDNA) 污染 。 以 总 RNA 为 模 
板 , 加 入 RNase-free Water 至 各 个 样品 的 RNA 浓度 
均 为 1 000 ng/uL, f HJ FastQuant RT Kit 试剂 盒 合 


























成 cDNA。 棉 铃 虫 msil 同 源 基因 序列 通过 利用 果 蝇 
msll 基因 序列 ( GenBank 登录 号 : NM. 057548. 4, 
NM. 001299125. 1) 和 家 等 msll 基因 序列 (GenBank 
登录 号 : NM, 001099836. 1) BLAST 到 本 实验 室 建 立 
的 棉铃 虫 基因 组 和 转录 组 数据 库 中 (Zhang et al., 
RER) 获得 。 获 得 的 所 有 转录 本 与 基因 组 比 对 ， 
确定 是 否 含有 选择 性 剪接 。 并 与 2017 年 已 公布 的 
棉铃 虫 基 因 组 序列 ( GenBank 登录 号 : 
PRJNA378437 ) 进行 比 对 验证 。 根 据 检索 获得 的 序 
列 利 用 引物 设计 软件 Primer Premier 5. 0 设计 
Hamsll 基因 全 长 上 下 游 克隆 引物 Hamsll -upstream- 
F, Hamsll-upstream-R, Hamsll-downstream-F 和 
Hamsll -downstream-R( 表 1) , 扩 增 开放 阅读 框 序列 
(ORF) ,引物 路 选择 性 剪接 区 域 两 端 设 计 , 以 棉铃 
虫 成 虫 肉 雄 的 cDNA 为 模板 进行 PCR 扩 增 。PCR 
扩 增 体系 (50 uL): 10 x PCR Buffer ( 含 Mg*)5 
pL, dNTP Mixture 4 uL, Ex Taq Polymerase 0. 25 
uL, IE 1318] (10 pmol/L) 4&2 pL, cDNA 模板 2 
uL, ddH,O 34.75 uL, PCR 反应 条 件 :95C 预 变性 
3 min; 95*C 10 s, 60% 30 s, 72C 2 min, 35 个 循 
环 ; 72% 延伸 10 min, PCR 扩 增 产物 用 1% 琼脂 糖 
凝 胶 电泳 分 离 并 回收 目的 条 带 , 连 接 到 克隆 载体 
pGEM-T Easy 上 室温 孵育 3 h(sk 4% 过夜 ) ,连接 产 
物 转化 到 DH5o 感受 态 细胞 ,加 500 pL LB 液体 培 
养 基 置 于 培养 箱 中 37% 150 rmin 培养 1 h, 取 100 
uL P IREE Ampicilin/X-gal/IPTG 的 LB 平板 
上 , 置 于 培养 箱 中 37% 倒置 培养 12 ~ 16 h, WARE 
筛选 后 挑 取 阳 性 单 克 隆 在 含 1 mL 0.1% Amp 的 LB 
液体 培养 基 中 培养 过 夜 。 经 菌 液 PCR 挑 取 含有 目 
的 条 带 大 小 的 菌 液 送 华 大 基因 测序 验证 。 

利用 DNAMAN v6 软件 将 测序 成 功 的 片段 拼接 
获得 棉铃 虫 Hamsll 全 长 cDNA 序列 。 将 得 到 的 
Hamsll 全 长 cDNA 序列 与 棉铃 虫 转 录 组 与 基因 组 
BLAST 搜索 得 到 的 序列 进行 比 对 验证 。 
1.4 棉铃 虫 Hamsll 基因 序列 与 氨基 酸 序列 分 析 

将 测序 得 到 的 棉铃 虫 两 个 Hamsl1 基因 的 cDNA 
克隆 序列 进行 比 对 ,并 分 别 与 基因 组 序列 比 对 ,结合 
外 显 子 与 内 含 子 边界 剪接 规律 鉴定 外 显 子 与 内 会 
子 , 从 而 鉴定 选择 性 剪接 位 点 ,确定 棉铃 虫 Hamsll 
基因 的 选择 性 剪接 形式 。 测 序 后 拼接 获得 Hamsll 
两 个 转录 本 全 长 cDNA 序列 ,利用 NCBI 开放 阅读 框 
分 析 软 件 ORF Finder https: // www. ncbi. nlm. nih. 
gov/orffinder/ ) 预测 开放 阅读 框 及 其 编码 的 多 肽 , 推 
测 具 有 和 蛋白 功能 的 Hamsll 转 录 本 。 使 用 NCBI 网 
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R1 本 研究 所 用 引物 信息 


Table 1 Primer information for this study 

































































引物 引物 序列 (5' -3') 产物 长 度 (bp) 引物 用 途 
Primers Primer sequences Product length Primer usage 
Hamallrapstsesm F; AAACATATTTGTCCCTGAGTAACCG 1 708 
R; TGTGCGTAGATGTATGCGTAGTTGA 基因 全 长 克隆 
W E ka Qanta F: CAATCAACTACGCATACATCTACGC 1 803 Full-length cDNA cloning 
R: AACTAAAATATTTTCTTTCGGCACC 
spi F: GAAGTCAAGTCCGTGGAGATG in PCR 扩 增 内 参 基因 
Dy R: GACCTGTGCTGTGAAGTCG D 
Amplification of the internal 
F: CCTGGTATTGCTGACCGTATGC 
p-actin 144 reference gene in qPCR 
R: CTGTTGGCAAGGTGGAGAGGGAA 
F: TCCCACCCCCAAATGCTACTT 
Hamsll 107 
R: TCTGCTCTCTGGCACCAAAAA m 
F: CGATAACTTCGGCACCATGAT 4 
Hamsllb 150 
R: CCACAAGTAAGACACGGGGAG 
asmbl_3019 F: CAACCCTCACGCACTCCCTA 272 
R: TCCTGTATGCTCGTGCTCCC 
asmbl_3525 F: ACATTCGCAACATCATAAGATTCAG 110 
R: GGTGACCTTACGCTCCTGCT 
asmbl 6471 F: CCACCTTATTACCTACCGCTTCA 99 
R: GCCCTTGTTTGCGAGATGCAC 
asmbl. 6764 F: ATCCACGGTAAGAACATCGG 148 
R: GTITCGCACAGTATGCCAAGC 
asmbl 7075 F: GACATTCGCGGGTATCTGCT 193 
R: GGCTCCACCTGTGCCTCTTA 
F: CGTCACTGAGTCGGAGGTGG qPCR PI% Z 染色 体 候 选 基因 
asmbl 9451 141 
R: GGGCAGCGGTTGTAGAAGTA Amplification of candidate 
asmbl. 11680 F: TGACCCTGGTTGTAGTCCTTG 156 Z-linked genes in qPCR 
R: CCTAATGTTATTGCTCCCGTTC 
asmbl 11687 F: ATGCGTTAGCTGGCGTTGTA 134 
R: ACCAGTTCCAGGAGGTCCAT 
asmbl 12826 F: CGGATATGTATAATGTTCCCTTCG 143 
R: GGTCTGAGTTACGGCCTTGC 
asmbl_12963 F: GAACTCCTTCACATTGTCCAGGTA 156 
R: TTCGGAAAGGCTGAAATAGGC 
asmbl 18408 F: TTATACTGCCTTGAGCATGGAATC 102 
R: GGTCTCGCTGAAGAAGGTGTTG 
asmbl 20604 F: ACTTGGATGCCGCTATGTGGAG 136 
R: TGCGTGCTATGATGTCAGGGT 
asmbl 21482 F: CTGGATTCAAGTTCTTCGAGGTG 157 
R: AGCCCAGACAACATTGAGCAG 
asmbl. 21577 F: CTTTCCTGCTGTACGTGGTGA 107 
R: GCAGGCAATTTGAGTGTATGTTAA 
asmbl 33814 F: GGCGTGACAGAAGACACCAA 128 
R 


站 CD-Search 工具 ( conserved domain database, 
https : // www. ncbi. nlm. nih. gov/cdd) 分 析 具 有 蛋白 
功能 的 Hamsll 转录 本 的 保守 区 域 ,同时 使 用 


: ACCGTCCACAGTTCCAGCAC 


ExPASy 网 站 Paircoil2 程序 分 析 其 CC 结构 域 
(coiled-coil domain ) ( Berger et al., 1995; Marin and 
Baker, 2000) 。 利 用 NCBI 网 站 上 的 BLASTp 程序 
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(https: // blast. ncbi. nlm. nih. gov/Blast. cgi) 以 及 
DNAMAN v6 软件 进行 同 源 序列 比 对 ,通过 MEGA 
7.0 软件 采用 邻接 ( neighbor-joining, NJ) 法 ， 
Bootstrap 1 000 构建 系统 进化 树 。 
1.5 棉铃 虫 Hamsll 基因 染色 体 定位 

收集 棉铃 虫 肉 雄 虫 晴 各 3 ~ 5 头 , 用 基因 组 
DNA 提取 试剂 盒 提 取 杭 铃 虫 晴 的 8DNA。 利 用 
Primer Premier 5 软件 设计 gDNA 荧光 定量 引物 
Hamsll-F 和 Hamsll-R( 表 1) ,同时 ,可 将 所 设计 的 
引物 序列 BLAST 到 棉铃 虫 基因 组 网 站 上 (Zhang et 
al., RER) ,要 求 设计 的 引物 不 能 跨越 内 含 子 。 选 
用 EF1-a( GenBank 登录 号 : FJ768770. 1) 和 B-actin 
(GenBank 登录 号 : EU527017. 1) 为 内 参 基 因 ( 表 1) 
以 标准 化 目的 基因 并 校正 样本 之 间 的 变异 。 利 用 
DNA 实时 荧光 定量 PCR 技术 检测 Hamsl1 基因 在 棉 
铃 虫 肉 雄 师 体 内 的 拷贝 数 ,从 而 鉴定 其 是 否 位 于 2Z 
染色 体 上 。DNA 实时 效 光 定量 PCR 通过 ABI 7500 
Real-Time PCR System ( Applied Biosystems, Foster 
City, CA, 美国 ) 来 检测 ,试剂 为 SuperReal PreMix 
Plus SYBR Green PCR。 反 应 体系 (20 uL): 10 pL 
2 x SuperReal PreMix Plus( 含 SYBR Green [), IE 
反 向 引物 (10 pmol/L) 4& 0. 6 uL, 50 x ROX 
Reference Dye 0. 4 uL, gDNA 模板 (200 ng/uL) 
1 uL, RNase-free Water 7. 4 nkL。 反 应 程序 : 95% 
15 min; 95% 10 s, 60% 30 s, 72% 32 s, 40 个 循 
环 ,每 次 循环 在 72% 进行 殉 光 采集 。 所 有 的 qPCR 
反应 试剂 均 在 MieroAmp @ Optical 96 孔 板 内 操作 。 
均 设 3 次 生物 学 重复 和 3 次 技术 重复 。 
1.6 qPCR 分 析 棉 铃 虫 Hamsl1 基因 的 表达 谱 

收集 棉铃 虫 雌雄 不 同 发 育 时 期 ( 卵 100 粒 、1 Wt 
幼虫 30 头 3 龄 幼虫 10 头 、 末 龄 肉 雄 幼虫 各 5 头 、 
雌雄 晴 各 5 头 以 及 肉 雄 成 虫 各 5 头 ) ,总 RNA 提取 
及 cDNA 合成 同 1.3 节 。 利 用 Primer Premier 5 软件 
设计 cDNA 荧光 定量 引物 Hamsllb-F 和 Hamsllb-R 
( 表 1) ,引物 设计 要 求 同 1.5 节 。 利 用 qPCR 技术 
检测 Hamslla 和 Hamsl1b 在 棚 铃 虫 不 同 发 育 时 期 的 
表达 量 ( 因 Hamsllb 转录 本 含有 Hamslla 转录 本 的 
所 有 碱 基 , 因 此 Hamslla 无 法 单独 通过 qPCR 检测 
相对 表达 量 , 而 Hamsll 基因 只 含有 两 个 转录 本 ， 
此 可 利用 Hamsl1b 基因 的 相对 表达 量 间接 计算 出 
Hamslla 基因 相对 表达 量 ) ,引物 序列 见 表 1 ,内 参 基 
因为 EF1-a (GenBank 登录 号 : FJ768770. 1) 和 p- 
actin( GenBank 登录 号 : EU527017. 1) , qPCR 反应 
体系 (将 gDNA 模板 改 用 为 cDNA 模板 ) 和 反应 程序 


























































































































同 1.5 节 , 各 发 育 时 期 均 设 3 次 生物 学 
技术 重复 。 
1.7 RNAi 干扰 棉铃 虫 Hamsll 基因 

由 广东 瑞 博 生物 科技 有 限 公司 合成 靶 向 棉铃 虫 
Hamsll 基因 的 两 对 siRNA. 以 及 一 对 阴性 对 照 
(negative control, NC) siRNA, 同时 以 RNase-free 
Water 为 空白 对 照 。 两 对 siRNA. 38 7j Hamsll - 
siRNA1: 5'-GCTACTTCTACTACTATCA-3', Hamsll- 
siRNA2. 5'-AGAATAAGCGATCGTATAT-3', 

选择 同一 批 健 康 棉 铃 虫 3 龄 未 幼虫 ,在 显 微 注 
射 仪 下 从 幼虫 背面 将 1 pL 由 Hamsll siRNAI 与 
Hamsll siRNA2 混合 的 Hamsll siRNA (0. 02 nmol/ 
RL) 注 入 经 冰冻 麻醉 的 幼虫 体内 ,阴性 对 照 和 空白 
对 照 组 分 别 注射 同体 积 同 浓度 的 NC-siRNA 和 
RNase-free Water ,每 组 3 次 生物 学 重复 ,每 次 生物 学 
复 处 理 10 头 试 虫 ,观察 和 记录 24, 48 和 72 h iX 
虫 存活 情况 ,72 h 后 解剖 虫 体 , 鉴别 雌雄 , 提取 总 
RNA 并 合成 cDNA( 方 法 同 1.3 85) ,以 此 为 模板 , 利 
JH qPCR 检测 试 虫 Hamsll 基因 的 表达 情况 ,分 析 
RNAi 基因 沉默 效率 。 引 物 序列 见 表 1 ,内 参 基因 选 
FH qPCR 反应 体系 和 反应 程序 同 1.5 节 , 每 样品 
复 测定 3 次 。 
1.8 qPCR 验证 棉铃 虫 Z 染色 体 基因 

根据 鳞 翅 目 基因 序列 的 保守 性 (Ahola et al., 
2014; Kanost et al., 2016) ,从 家 看 基因 组 数据 库 
SilkBase ( http; // silkbase. ab. a. u-tokyo. ac. jp/cgi - 
bin/index. cgi; 1E 28 2017 4E 4 H 21 H) FZR 
所 有 常 染色 体 和 2Z 染色 体 基 因 , EHE 53 ÀK SC Uy zn 
铃 虫 转录 组 (Zhang et al., 未 发 表 ) 序 列 进行 同 源 比 
对 ,使 用 Perl 程序 语言 对 比 对 结果 进行 整理 筛选 ， 
最 终 得 到 1: 1 直系 同 源 的 棉铃 虫 常 染色 体 和 2Z 染色 
体 候选 基因 序列 。 随 机 选取 15 个 Z 染色 体 候选 基 
,在 DNA 水 平 检验 肉 雄 基因 拷贝 数 之 比 ,g8DNA 
制备 同 1.5 节 。 利 用 Primer Premier 5 软件 设计 15 
个 ZZ 染色 体 候选 基因 的 荧光 定量 引物 ( 表 1) ,引物 
设计 要 求 同 1.5 节 , 验 证 15 个 Z 染色 体 候选 基因 是 
否 位 于 棉铃 虫 2 WERE, qPCR 反应 体系 和 反应 
条 件 同 1.5 节 。 
1.9 qPCR 检测 Hamsll RNAi 后 棉铃 虫 Z 染色 体 

将 1.7 W Hamsll RNAi 沉默 效率 较 好 的 样品 每 
组 肉 雄 各 选取 3 ~5 头 试 虫 ,每 头 试 虫 代表 一 个 生物 
学 重复 ,分 别提 取 总 RNA 并 反 转 录 得 到 cDNA ( Jy 
法 同 1.3 节 ) 作 为 模板 ,利用 qPCR( 方 法 同 1.5 35) 
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检测 1.8 节选 取 的 15 A Z 染色 体 基 因 的 表达 量 ,每 
样品 重复 测定 3 次 ,预测 Hamsll 基因 对 棉铃 虫 2 3 
色 体 的 影响 及 其 功能 。 
1.10 数据 分 析 

用 LinRegPCR 程序 计算 扩 增 效率 ( Ramakers et 
al., 2003 ) 。 使 用 改进 的 Ct 3 ( Pfaffl, 2001) 计算 
Hamsll 和 15 个 Z 染色 体 候 选 基 因 的 相对 表达 量 ， 
公式 如 下 ,其 中 Eiso sowe，EBema 和 Epoin 分 别 为 目的 
基因 和 对 应 内 参 基因 的 扩 增 效率 。 

基因 相对 表达 量 = 
人 
V Eg) mm x (1 ESL) remm 

雄性 和 雌性 的 表达 量 差异 显著 性 .Homs1a 和 
Hamsll b 的 表达 量 差异 显著 性 、RNAi 实验 中 对 照 组 
与 实验 组 Hamsll 的 表达 量 差异 显著 性 均 采 用 1 检 
验 进行 显著 性 分 析 ,不 同 发 育 时 期 的 表达 量 差异 显 
著 性 采用 one-way ANOVA 和 Tukey 氏 honestly 
significance difference ( HSD) 多 重 比较 法 进行 统计 
分 析 , 使 用 SPSS 22.0 软件 (SPSS Inc., Chicago, IL, 
美国 ) 分 析 所 得 数据 进行 计算 过 程 ,用 GraphPad 
Prism 5 软件 ( GraphPad Software Inc., CA, 美国 ) 作 图 。 








) -Cq target gene 






















































































2 结果 


2.1 棉铃 虫 Hamsll 可 变 剪接 体 的 cDNA 克隆 与 
结构 分 析 

根据 果 蝇 和 家 看 msll 序列 信息 , 同 源 序列 比 对 
棉铃 虫 转录 组 得 到 两 条 msll 同 源 转录 本 (asmbl_ 
54934 和 asmbl 54933), 分 别 命 名 为 Hamslla 
( GenBank X 3€ =: MK564008 ) 和 Hamsllb 
(GenBank 登录 号 : MK564009), DI WE FS IE pk E 
cDNA 为 模板 扩 增 Hamsll,£$ RT-PCR 3 3$ Hamsll - 
upstream 得 到 两 条 片段 大 小 不 同 的 条 带 , 分 别 测序 
并 将 Hamsll 上 下 游 测序 结果 用 DNAMAN 软件 拼接 
获得 两 个 转录 本 ,与 转录 组 BLAST 搜索 结果 一 致 。 
克隆 的 Hamslla cDNA 全 长 为 3 683 bp, NCBI 开放 
阅读 框 分 析 软 件 ORF Finder 预测 ORF 全 长 2 889 
bp ,编码 962 个 氨基 酸 ( 图 2);Hamsl1b cDNA 全 长 
3 764 bp ,经 ORF Finder 预测 发 现 转录 在 起 始 密 码 
子 后 900 bp 位 置 提前 终止 。 与 基因 组 序列 比 对 发 
现 这 两 个 转录 本 发 生 选 择 性 剪接 , PI Ti end a 
(图 1: A, B) ,并 在 2017 年 已 公布 的 棉铃 虫 基因 组 
序列 (GenBank 登录 号 : PRJNA378437 ) 中 得 到 验证 
( Pearce et al., 2017), Hamslla 包含 11 个 外 显 子 和 









































10 FAET; Hamsll b 包含 10 个 外 显 子 和 9 AVE 
子 。 两 个 基因 的 mRNA 序列 差异 仅 表现 在 Hamslla 
的 第 4 个 内 合子 在 Hamsl1b 序列 中 保留 ,连接 第 4 
和 第 5 外 显 子 。 外 显 子 和 内 含 子 边界 序列 均 满 足 典 
型 的 GT/AC 规则 (图 1)。 
2.2 棉铃 虫 Hamsll 序列 分 析 及 系统 发 育 分 析 

经 过 预测 ORF 及 其 编码 的 多 肽 ,推测 Hamsl b 
转录 提前 终止 ,不 具有 和 蛋白 功能 。 因 此 以 下 分 析 是 
建立 在 Hamslla 基础 上 ,同时 将 Hamslla 编码 的 蛋 
白 命 名 为 HaMSLI, NCBI CD-Search 工具 预测 
HaMSLI 保守 结构 域 ,结果 显示 :HaMSL1 羧基 端 含 
有 典型 的 PEHE 结构 域 (位 于 第 828 - 945 位 氨基 
酸 )( 图 2)。Paircoil 程序 预测 HaMSLI 蛋白 极 大 可 
能 含有 coiled-coil ( CC ) 结构 域 ( 位 于 第 79 - 150 位 
氨基 酸 )( 图 2) 。 选 取 几 个 目 代 表 性 昆虫 物种 的 氮 
基 酸 序列 分 析 同 源 性 ,BLASTP 比 对 结果 表明 ,MSL1 
蛋白 在 昆虫 中 的 序列 一 致 性 为 32% ~ 60% ,其 中 ， 
HaMSLI 52$ ( 85388 H ) MSL1 氨基 酸 序列 一 致 性 
较 高 ,为 60% , 而 与 其 他 昆虫 MSL1 蛋白 相似 性 较 
(R, An 5 2238 H VU Z Sl Frankliniella occidentalis 
MSLI 的 氨基 酸 序列 一 致 性 为 40% ,与 半 翅 目 褐 飞 
38, Nilaparvata lugens MSLI 的 氨基 酸 序 列 一 致 性 为 
38% ,与 双 怒 上 日 黑 腹 果 晶 Drosophila melanogaster 
MSL1 的 氨基 酸 序列 一 致 性 最 低 ,为 32% (图 3)。 

结构 域 预测 软件 分 析 结 果 表明 ,所 比 对 物种 在 
蛋白 序列 其 基 端 均 含有 高 度 保守 的 PEHE 结构 域 ， 
氨基 端 均 含有 CC 结构 域 ,其 中 棉铃 虫 与 黑 腹 果 晶 
MESAR CC 结构 域 ,而 西 花 交 马 、 褐 飞 乱 、 
Lgs 3x p Leptinotarsa decemlineata , t 管 赤 眼 蜂 
Trichogramma pretiosum 含有 同 源 CC 结构 域 ( 图 3)。 

运用 ClustalX 2. 1 软件 将 棉铃 虫 HaMSL1 氨基 
酸 序列 与 黑 腹 果 蝇 、 家 看、 西 花 匣 马 、 褐 飞 虱 等 已 报 
道 的 6 个 目 20 种 昆虫 物种 的 MSL1 氨基 酸 序列 进 
行 比 对 , MEGA 7.0 构建 Neighbor-Joining 系统 进化 
树 ,结果 表明 HaMSLI 在 进化 上 较为 保守 ,与 鳞 翅 目 
粉 纹 夜 蛾 Trichoplusia ni MSLI 的 同 源 性 最 高 ,亲缘 
关系 最 近 ,其 次 是 家 和 蛋 ,与 膜 翅 目 昆虫 亲缘 关系 最 远 
(图 4) 。 
2.3 棉铃 虫 Hamsl1 基因 位 置 的 确定 
通过 实时 获 光 定量 PCR Fs Du f dt rb df Hf dg k 
因 组 DNA 中 Hamsll 基因 拷贝 数 ,结果 表明 雌性 
(ZW) Hamsll : 雄性 (ZZ) Hamsll = 1: 2 (1: 2. 189, 
P<0.05) ,证 明 Hamsll 基因 位 于 2Z 染色 体 上 
(图 7)。 
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A 121932-133367 bp 
Genome 一 -70275b 
Scaffold 291 peann.. 
MC 125148 125316 125399 125515 mmu. TGA 
B + - 
lama SE Aa T O S O N AS 
El E2 E3 E4 ES E6 E7 E8 E9 E10 Ell 
u 125148 am TCA 
Hamsl1b 
E EI E2 E3 E4 E5 E6 E7 E8 E9 pio: 
y 
C Hamslla 60 
Hamsllb 60 
Hamslila GAATAAGCGATCGTATATCAAAAAGGAAA 120 
Hamslib GATTGAGAATAAGCGATCGTATATCAAAAAGGAAA 120 
Hamslila 169 
Hamsllb 180 
Hamslila 169 
Hamsllb 240 
Hamslila AGGAATCGGAGAAGAACATCT 218 
Hamslib JAGGAATCGGAGAAGAACATCT 300 
Hamslla 278 
Hamsllb 360 
Hamslla 286 
Hamsllb 368 
图 1 ABEE Hamsll 基因 结构 和 可 变 剪接 体 
Fig. 1 Gene structure and alternatively spliced transcripts of Hamsl1 gene in Helicoverpa armigera 
A: Hamsll 基因 在 棉铃 虫 基因 组 中 的 位 置 ,用 白色 方 框 表示 The position of Hamsll in H. armigera genome. Hamsll sequence is shown in white box. 









































B; Hamsll 可 变 前 接 体 (Hamslla Ñi Hamsl b) Alternatively spliced transcripts of Hamsl1 ( Hamslla and Hamsl1 b) . 黑色 方 框 表示 外 显 子 ,用 上 表示， 
两 框 之 间 的 线段 表示 内 含 子 。ATG 表示 起 始 密 码 子 ,TGA 和 TAA 表示 终止 密码 子 , 起 始 密码 子 和 终止 密码 子 之 间 为 预测 的 编码 区 Exons (E) 


are represented by black boxes, and introns are indicated by lines between two black boxes. ATG is the start codon. TGA and TAA are stop codons. The 





























deduced coding regions are between the start codon and the stop codon. C; Hamsll 可 变 剪接 体 序列 比 对 Alignment of alternatively spliced transcripts of 
Hamsll. Hamsll a 序列 中 截取 E4 FI ES Fb i, Hamsl b 截取 E4 外 显 子 进行 比 对 。 黑 色 阴影 部 分 表示 两 个 转录 本 碱 基 相 同 , 无 阴影 部 分 表示 差 
异 序列 即 Hamslla 第 4 个 内 含 子 。E4 and E5 of Hamslla sequence and EA of Hamsll b sequence are aligned. Black shaded areas represent the same 





bases, while the regions without shade indicate the different sequence (the 4 


2.4 Hamsll 基因 在 棉铃 虫 不 同 发 育 时 期 的 表达 谱 
分 析 

根据 Hamsll b 相对 表达 量 间接 计算 出 Hamslla 
相对 表达 量 。 经 qPCR 检测 表明 , Hamslla 和 
Hamsll b 在 棉铃 虫 各 个 发 育 阶 段 表 达 量 均 较 低 , 且 
这 两 个 转录 本 mRNA Tr fig rh fli Ji WE tE rH BJ k 
达 量 均 显 著 高 于 雄性 ,具有 性 别 特异 性 ;在 能 够 区 分 
雌雄 的 末 龄 幼虫 期 ,雌雄 之 间 没 有 显著 差异 (P > 
0.05)( 图 5)。 在 所 检测 的 各 个 发 育 阶段 , Hamslla 
fll Hamsl1b 的 表达 均 具 有 发 育 时 期 特异 性 (图 5: 
A, B)。 随 着 龄 期 的 不 断 变化 ,从 卵 到 成 虫 Hamslla 
表达 量 呈 先 降 后 升 的 趋势 ,在 成 虫 期 表达 量 达 到 最 
高 ,其 次 是 师 期 和 末 龄 幼虫 期 。 在 发 育 初 期 ,从 卵 到 
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h intron of Hamsll a) between the two transcripts. 


3 龄 幼虫 , 卵 期 Hamslla 基因 表达 量 相 对 较 高 , 随 着 
不 断 发 育 ,基因 表达 量 下 降 ; 而 从 幼虫 发 育 后 期 至 成 
Hi Hamsll a 基因 表达 量 呈 爆炸 式 增长 (图 5: A). 
在 幼虫 期 ,Hamsl1b 的 表达 情况 与 Hamslla 这 一 趋 
势 正 好 相反 (图 5: B) , 先 升 后 降 , 但 没有 显著 差异 
(P >0.05) ,然后 在 雌性 晴 期 和 成 虫 期 表达 量 又 大 
幅 增 加 ,与 幼虫 阶段 存在 显著 差异 (P<0.05)。 相 
对 于 Hamsl1b 而 言 ,Hamslla 在 整个 发 育 阶 段 表达 
量 显 著 高 于 Hamsllb(P <0.05)( 图 5)。 在 棉铃 虫 
WEHE ra B, Hamslla 与 Hamsl1b ZE Wë HË v rH B ae 
达 量 差异 最 大 (雌雄 比分 别 为 19.63 和 1.55)。 综 
E, MEE Hams 基因 在 生长 发 育 过 程 中 表达 量 总 
体 呈 递增 趋势 , 且 上 肉 雄 存在 显著 差异 (P<0.05)。 
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核 背 酸 和 氨基 酸 序列 在 左边 编号 。 两 条 下 划 线 分 另 


d 


106 
211 
316 
421 
432 


537 
36 
642 
71 
747 
06 
852 
41 
957 
76 
062 
211 
167 


272 
281 
377 


482 
351 
607 
712 
421 
817 


922 





2027 
526 
2132 
561 
2237 
596 
2342 
631 
2447 
666 
2552 
701 
2657 
736 
2762 
771 
2867 
806 
2972 
841 
3077 
876 
3182 
911 
3287 
946 
3321 
3426 
3531 
3636 


gatttgatacaacaacaaaatgaacttataactaaaaaggacaaacagaacactgctctgaaattggaaaatgactctcttaagtctaaggtgacacgtatggac 


aggaggataaccgtgagtcaaaggcataatgttaaccccgcacctgttataaatgtcccacccccaaatgctacttctactactatcaagagtgaacctgctact 


ccttgacttagttgacgatttttttcaatttttattcaatttactcgaaaactttatcaaacgcagtgatataatcagattactaatatttatatataaattact 
taccaatgattttctttcaaacatatttgtccctgagtaaccgtagacggaatatgtgcatggatataatgcgcgttttatcattctgcatgtgcgtgaaagaaa 
tgtcagtttattgaatatacgtaattttgttattgtgttaaaatgtaatgcttccaaacaagtgtggataataattttactatgtgataatagtgtgtgtgatta 
aacagatgatcaattcagttgtaatgaaacgaacaaaagtgtagtgtcgggtagttagttcttgacagccggcaggctcgtcgtcgtaagtgacttacgattggc 
cccttataaaa 
Rishacagtcegtagtagcgtaaatgaatcgaatttggtgaatctctcaggggatctgteggcattaaatcaattggacgcgaaagagtegttggcgctgagtttt 
MN S R SS V NES NL V NL $SGDL SAL NQLDAKESLALSF 
ccatttgaccacatatacgcatgtcattcagaggactcggatcggcgacaagcacatcttgacaaggaagtagaagtttcgtcgcaccctgatgacaaggaggca 
Pol. D K EE & € Ho SE S DR RQA HLDKEVEVSSH DbDK EA 
ggggttgccgcggagccaaccttcgagatcactaggctctcagagagattaactgctgctgaaattcaaaacaaaaggttgaaaaatttgcttgtgtatcatctg 
G V A AE P TF EITRLSE RL T AA EIGQN RLEKNLLVYHL 


DLIQQQNELIIT D KQANTALKLEN S. ELK US V R M 


R RI T VSQ RH N Y N É SD A Ot eN V p P NCA T SS SE ¿TY SY SEPAT 
actgataatcaggtagtgtttaacagtctaacagattttttggtgccagagagcagagcaaattcatatgttttcaataatgatgcttctaaaaccaaacctttg 
T NQV VF NSLT FL VP ES RANSYVFNNDASK K P.L 
atgccaccggagtcttttgatttgaacagaccttctgaaacagacgtaacaacatatttgcccggcgacatcagcgtgccttcgattttggacaacagtagcctg 
M PE- S-P Di u R ~ I I TOE A p E 0 0 S~ E S L e N E a 
caatgcgataacttcggcaccatgattgagaataagcgatcgtatatcaaaaaggaaatcaagactgaaccccgacccgaaccactgtacactgtcacgtcaaac 
QCD NF GT MIEN RSYI KKEIKTEPRPEPLYTVTSN 
agcggaaacacggtgatacagaaaatacagaggaatcggagaagaacatctggcagtttgggcagcttgagtcggctgcctaaaactccaacagtcaaaactgag 
SG NTVIGQ IQRNRRR 和 
ccaccggaaaatgtgaatatgttcgacgatgataaggcgtttgagcgcacttttagtgtaaataagaaatctaaaatgataaatacttatggcaagtctaaaacc 
PPE NV N MFDD AFERTFSVNKKS MI N T Y G. K S. K 
tccactcttccaaagaaaacgcttcactacaccggttcgctgtctgatcggctacagctgatcgacacgacccctaccggggaagacccttaccagctaggggaa 
S.T L.BE-CK. K T L Wo Spo e s EoS-D ERECb Q.D -CEÓCDOWCTDOE GG bo pap Y (Qt L.cG E 
gcggacatgagggagcaatcgccgataccaaaacttatgcttcaaaaaactaatcatgggagaatgaaaatatgttcggacctctcgggagacagtgcagcgact 
A M RE Q S P IP L MLQKT NHGRMKICSDLSG S AAT 
tctaggcggatatacgatgtgccagcaaccgaaacgagtactaaaatgccaaataaaataaaattagagaaaaggtataatttgccaaatatagttccgtattca 
S RRIYDwYV ATE TSTKMPN I KL EK RY N LP NI VP YS 
gcgcctcaatcaactacgcatacatctacgcacacgacgcagacgccttcagatgcgtgtacgcatgtgtctacgtacacgcacgttactaagccggacgccctg 
A QS TTHTSTHTTQTPSDACTHVSTYTHSVT PDAL 
acgcctaagcgaatagctacgttaactcctaagcagacgtctacgctcacgacgaatgcgtgcacgcatatgtctacgtacacgcatccgacgcggaatacttcg 
TE EROE ATTUR APE 本 T ACT HMS TY THPTRNTS 
acgcgtacaggtgcctcgcacaaggcagcgaaaggccagcacaagtcgcctccggctgcgtctcgcaagtcgccacactcggctgccagtaaaggtttgcaaaaa 
T RT GA SH A A GQH KS PP AASRKSPHSAAS G L Q 
ggcgtactcaaaagctctcttacgagtccacacacgacgatggcttcgctgacgccgctgcacgtcgtgccgctgtcgggcttgcagacgacacactcgtcactg 
Grub IK im, cS b TG DOMO AS Lb OT POLOHOYC Y P bro. Uu Qk Tas Bee e L 
accacgccgttgactcccgtttcggcctcacttacaatacccgaaattaaaaaagaatctctcgagtcgccgacgacgtcgcccttaatgcagcaatcagatctg 
T TP L5 TIBI o Aae k EE E W R SO Lo Sua: t y o S Pe Lei v S DE 
gataacataaagaaggaaccgaatttggaatggcctttattctcaacgttatattcaacagcgagaactgagactagtttatgcgatttctcgtatggtgaaaac 
DNIKKELRP L BEOCWOBPOLOBEOS TOoLcX s DOACROT BOT $$ Eb C DS B Se3Y 26-E 
ccgaatttgacacctctgcccactcttgatgtttcggaatttcgtcagcttattgatgcggaggccgcagcagaggccgcagtcgatgctcttacaaacaattta 
PNLTPLP TLDVSEFRQLI AE AA AE A AV D KA L T N N L 
gattacggctccattgataagaatgaaaacgataagatgaaaaaaaggggagcgcggaccactagtttagttgggcccgaagaggatccctcggacagtcgacgt 
DYGSI E N K M KK RGA R T TS L V GP EE DP S DS R R 
ggcatgggaagcaaacgtggtaggaaacgagcgctgtcagctgcaggagtcattaaaaactcgaagcaaaatttatcgaaaccagtcgggcccaaggcaaagatg 
GM G SK RG RK RALSAAG VI NSKQNLSKPVGPKAKM 
gtcaagggtaaagctgcttgccgcggcaaaaaatctccgctgccaggaatgatgacgaggaaaccttatcacaccctggtgggagacccggacctatcgtggtac 
V KG KAACRGK SPLPGMMTR 下 D DL; S: WX 
ctcggcctggaccccgacgttaaaatggaagacatcgatcaaggggactgcaaagcctccactgtagaggtaccgagatggcgagagaagccatacactagttta 
L €G L D P V M E P Do Qo pou e RAS T YO OE V R WR E PY TT eS: B 
















































































tatagtcttgaaggaacagagaatttagatgataaggtttttgaaaaacggcatcaaaaattagaagctgaagagcgcagacaattgaggtggcatatgcgtcgg 


YS rb BG T EUN CL. OD K V F EK R HQ K LEA EE R RAL RW HMRR 


attcgggagcagaggcacgtggagcgactgcgcatgcgtcagagggatccttggtacagcggtcactcgccctaccaaccgtctgtgtacacgatttggccacaa 


I R EQ RH V  ERL RM RQRDPVYSGHSPYQPSVYTIVWPJSQ 


ccccaaagagatgttagaatgatcgagatcacagatactatacccgtcatggctttcggggaagatctgccagatttgccacctgctgactttatgctaccgtgg 














PQRDVRMIEITDTIPVMAFGEDLP L PPA FMLPW 
gtgagaacgtc taaagctttgaaaaggtccaaacgttcgaagacgctacadtag 

VRTSKAL RS RSKTLH:*x 
ttgttcgcggcctgcgtggtcgctctacaatacgcactcaagcatgaacttcgtgctatccggcttccagtttccgcagcattgctcatggagaacatttcttat 
gtataagcagattagactagcaggtaatatgtaggtaacaatagtttggtcataaagcgatgtgaactgccttatttattgacaattttattcgaatgctggtgt 
aattctcgccaaactttatgacgtatcggaatattgccgctaccagttcaggtgccgaaagaaaatattttagttatgcgcatgtgcctgtgctcggaagttagt 
tgcgagccgccattaagtttggcgataactttgctatcaaagaattt 


2 棉铃 虫 Hamslla 基因 开放 阅读 框 及 其 氨基 酸 序列 预测 














Fig. 2 ORF and the deduced amino acid sequences of Hamslla gene from Helicoverpa armigera 


上 表示 预测 的 CC 结构 域 和 PEHE 结构 域 , 起 始 密码 子 ATG 和 终止 密码 子 TGA 用 方 框 表示 。 
星 号 表示 终止 密码 子 。Nucleotides and predicted amino acids of Hamslla are numbered to the left. Two underlined lines represent the predicted CC 





omain and PEHE domain, respectively. The bases in the boxes indicate the start codon ( ATG) and the stop codon ( TGA). The asterisk indicates the 
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op codon. 
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DmMSL1 
BmMSL1 
TpMSL1 
LdMSL1 
FoMSL1 
NIMSL1 


HaMSL1 
DmMSL1 
BmMSL1 
TpMSL1 
LdMSL1 
FoMSL1 
NIMSL1 


HaMSL1 
DmMSL1 
BmMSL1 
TpMSL1 
LdMSL1 
FoMSL1 
NIMSL1 


ER A Oa AA MNSRSSVNESNLVNLSGDLSALNQLDAKESLALSFPFDHI YACHSEDSDRRQ. AHLDKEVEVSSHPDDKEAG. . VAAEPTFEI TRLSERLTAAEI QNKRL 
MDKRFKWPPKKRANYLESPYPHI PSRGRQRNLHGHPNQTQHLHQHPGKI YERQQYGNGRGGHGGGNNNYRKLLHS LP AEHGGGAMAPPSS GGTVCAGADMVKLI SENNNLRRMVMLNLNL 
MNSRSSVNETNLVNYS ADLSTLNQLDTKESL. LSFPFDHI YACHSESADRRQTLTLDKEVEI STHCVVSEEKDLVVGSNT. EVTQLS DRETEAVNQNKKL 





MQEQTDST AAKDKELDDQSAKMSVVKAQNEELKQAVAQLEAANQELCKOLRRKNORRNDNDDDDDDP PL PP AP. . QQKLI RCHAETQTVER. . EREQGTQTI DAQPQFANALPRGI NMK 
KDLLLFHLDLI NDLI TKRDKQFQALRQENDTLRTKL NRM. DKKVTI NQRPNLNLPPPSANVPTPAVTSTVVKSEP. ... NQVMENSLTELLLPDNRTNPYYENSDLNKSKTLT 





PPESFDLNRPSETDVTTYLPGDI SVP. . SI LDNSSLQCDNFGTMI ENKRSYI KKEI KTEPRPEPLYTVTS NS GNTVI QKI QRNRRRTS GS LGS LS RLPKTPTVKTEPPENVNMFDDDKAF 
ESPALDHHAGAVTNQPAS KRSES KGRGEFNGKKVS TFI LORMNQDFEHHI HEQTEVAEEHE MEAHKEQI S QEEDQLVAEEDHLHMQEVHTEEVVGGDI FHDALESI EMEVVTEELVDMEE 
. QEPFNLPKVTETDVTSYLPSDLTVPPMSI LDTNI NLGDNEN. MI ENKP. FVKKEVKSESKPEPLYTVTS NSGNPI I QKLPRSRRRTGSGI GS LSRMPKSS ATKTEKPETS KPAERPKKY 
s der MSSSPAAQQQQQQQQQLPKHRS PS PQQQQQQQQQLLHNKV 





97 
120 
98 


oooo 


211 
236 
209 


oooo 


329 
356 
326 
40 


HaMSL1 ERT. FSVNKKSKMI NTYGKSKTS TLPKKTLHYTGSLSDRLQLI DTTPTGEDPYQL 


DmMSL1 HGQSVDANGHI EEDDDEDDEDDENS DKDDDS EEDDYP WMHS DADVNARTEEELMQNI 


BmMSL1 ERTNYSVHKKS KMI NTYGKTKGLNAFKKTTQVTGSLSERLKLI DTTPTGEDPYQL 
TpMSL1 LNGEVTTSDAI APAPVLPVSSHKKS RAPLDGVVSSTQRQRNAARLSHAKVEEETK! 








PAI PEBSNKPDNK. ........ 429 
IKNNTI I $DNRKVVS. 150 


ADLREQSPI PKLMLQKS NRNRR. . CTET 


/ADMREQS PI PKL MLQKTNHGRMKI CS DL8GDS AATSR| 
IVVVNNMVAAMNEHLT AS S TTNS VRL TTV| 


cipes rr Poo inier GRET iM 


s. ki ke 








VPATERS TKMP NRI KLEKRYNL 448 
sa EKLLQLKPEPMVDALE 473 


BOM: po se lyst i eI DA ER EE ns ed i ne MRI VNNDQNI DPVHPKMS EDFHNGNNS KLLNCVKG. Ti N VET. T DEEVVV. 56 
FoMSL1 š: š ei : Ñ Y n n . MSQAA...IAVREENREBIRSR............. BSGANSNMVTNI KD. . HĪ E Nas SQDSKVG x " 52 
NIMSLAU, — Loy Ehepaar aou ro sU nos oa Po e spe af edo Y MSKTALLFNGENSSD. ........ VERRADANI DMVPVN. . . . DI HM 3 ILN...SKDSGQG. ........ 49 


DmMSL1 


HaMSL1 PNÍ VPYSAP STTHTBTHTTQTPSDACTHIS TYTHVTKPDALTPKRI ATLTPKQTS TL TTNACTHMS TYTHPTRNTSTRTG. ASH[fAAKGQHKSPPAASR[SPHSAASKGLQKGVLR 564 
PKQQPHQEDAI VDHNAI KNQLEVPKPDUKPKDQPNDEQRQDGUIBDVRVEPÜEDURJIVO ETL KGP ENAP 






PI LPKWVA| KKKBKEHE 











. HLPKAVAPKVT| 582 










BmMSL1 , SS 448 
TpMSL1 : otsarcs GSLKD TETRHNSLI BVKHL 250 
LdMSL1 ; A TENDBKNNI NEENPPFS. . . . CQTAESEVRFI 143 
FoMSL1 š EEI .MSEGMMUSSKE....... ， 人 KNËYKHLKEI CL OHL DEI ( EL QI OTE] E IKEKBSQRI QRLDRRSGHSKTN 135 
NIMSL1 LNYS CD) 和 RS 了 Tea SBVALL HHSLQ LVT[SDKKINAELEENEMESSSRLERMDRRVTLQKQK 133 


DmMSL1 TSSRE. STLPKANTADI KDAPAQKVI ANHQS TKTQTDPVKTQRLQVKI RQYEMH 


HaMSL1 SSLTSPHTTMASLTPLHVVPLSGLQTTHSSLTTPLTPVSASLTI PEI KKESLESBTTBPLMQQS. BLDNI B EMO FSIBLYET. MN 








ee MRTGESAI 








coiled-coil domain 
BLCDFSYGENPNLTPLPTLDVSEFRQ 681 
KTI KSKSMLVNDKKTTSETSQSPDQE 688 





S DÌ RKQKNVDPVËŠT. 










BmMSbl | Css ys we quais Dedhs ob Enaaak be rede stor qe atq DETKTVI VEEB. ......... LDI VKTEBEI DWR. ... BYASTKAGNETBLCDFSYGENPNNIHI PSI DSMBFQD 510 
TpMSL1 EÑANDQS GP . CSPPHLNASBN. BLPSKS. . DRNKDBNLVEC] S. .. SQHNEËFKFRLSSSGGITP............. VKQBSPD 319 
LdMSL1 FI LEDMTQGPCQEES KEN 1 QLFEEQYYS DDGCSLEI NYQDDHADLS VS ES Q NNS VVERPKDHSLDLENSVNELKDEDHSLNEVEDNCYKPBSDI 247 
FoMSL1 EÑTETKVGRGD PE . LSSSRRNASBI TŠETGKSPRHRNNRŠFSBKERSRSPLQWRRÜAQRRQSEDGGAS.............. VSSBECEM 210 
NIMSL1 Sp. eere eso tos e adm tret La en VAHSTPBATI VS. . QRPMSSGSB. LÍIATQVLTELNŠSLLKIBNDATCT................. PCPV 190 
HaMSL1 L1 DAEAAAEAAVDALTNNLDYGSI DKNENDKI IGAR ..... m" EN [3] p 2 y luz, . SRRGMGSKRGRKRALSAAGVI[RNSK. QNLSKPVGP.. — 766 
DmMSL1 I DVETVRRKLAEHLKKELLSQSHSSQVTLKKI REBVATNLI YPPPBAPVSSTTI TPAPTPSTTPTBGSTPQHAVTSSMDQRI SAAKSRSKAAEQI ATPLTPQSNSSVSSTTBTI RKTLNN 808 
BmMSL1  LFAPDASLN.. LDNLT. AADFGI TDKPPADKTKRISVGR. TPEVMTPTI. . PFEBPLAPI TBVLPVVNAAPDVPI EMPTNKRGGES H EH 617 
TpMSL1 KLDCKQES NE. EAWDS KKRRKS ELTAVNNCAKRKIRGI S. . Ae NDTMS TVPBS FGGKGBN FBVLRKLEKKGKS. ......... 1 MRESFETB...... 402 
LdMSL1 LNCSDSFSNY. NFTI NNI CDFDPMKNLRMSI RRKRVTS. . SALBQ. SVNLEE.... KBAPRRLKKKK i . PBISNAKF. dde 322 
FoMSL1 RDDSSTTTVS... QRSAQRGKRSGGPGR. . . K| dii NS n Esc o MI id ` EBVPLSDTRES VKDETE |. 285 
NIMSL1 RECO bete ertt RKREDNGSI CSATSKISTI R. ..... S8SwN RDDTSTPT AAAATI NGKS A . QRRRRRR KNDEAKRE: 261 
HaMSL1 mac ol +: roe leis =Ë QG. DCKAS TR SINL] a 885 
DmMSL1 ~ CSPHTYSKATARSGKLQSRFRTATFPHSHRTWEDQEFHCD EFFL L. PSLE 2L i 924 
BmMSL1 ~ KPKPVRGKTTPRGKKS PVPGKTÉÉKKS mp DPDVKP | sues | fic TE | 737 
TpMSL1 . EEBYYQAVG. . EP NYS EN EDTTSs sN 491 
LdMSll A Quy Dess LUSBBBVIOSHEVSLGI SPGE..... RBVTECLA. As Ë HKI P: 410 
FoMSL1 QTNAVL. . BR Y| Ab gang EM ..CI Lu, La DV| Hi 386 
NIMSL1 QNKDI L LüNVQMYNTVGN. BEDTI BD. ...... LMI BABKVNG. CV LESSC 357 
HaMSLi © RM3QRDPWYSGHSP............ Yard DLBDLPPA... DA R.. TEKAL ERs KES EDE. ......................... 962 










DmMSL1 i ] ] . LRAS 





EH. 
NVVNMEAR. pp DAI EAP. . TSI A| gia ATLASKKI PTTAAEARHQENHS S 1026 





BmMSL1 . RONIORDMCGNSSFS........... ors Y LBDLPES... DIŞKİ IR.. d RCL d S 814 
TpMSL1 IEEKQNHHAACLNLNHS GPCLS ATEENNVT CYTAS... I WS FI l P N| Rs N RKKS. Ç Ss > " t 585 
LdMSL1 . KOINODRVGLGSKPE............ RI NKS. . . EIJE IMKDPSLLSK bns KS WS RRI RSKR. 494 
FoMSL1 — KOIMELQSNALGGSKGDGQS........ ILPVSKFTPS... ES LQSGSŠDDH PT. GK| RNI RTAS GS ASG. RKRI M: siu 492 
NIMSL1 . RBOBERRNNAG......... x EU EN NI BKFPD| KPI EMS IGSEKTFN...... RLR. HNSAKQKE. RASI ETRNI FEKSI 453 
PEHE domain 
HaMSL1 962 
DmMSL1 1038 
BmMSL1 814 
TpMSL1 585 
LdMSL1 494 
FoMSL1 YLSRRRGDGAER 504 
NIMSL1 LVDQKRKGK... 462 
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3 棉铃 虫 HaMSL] 与 


他 MSLI 蛋白 的 多 序列 比 对 


Fig. 3 Multiple alignment of HaMSL1 from Helicoverpa armigera and MSL1 proteins from other insect species 














& 色 下 划 线 表示 CC 结构 域 ,羧基 端 黑色 下 划 线 表示 PEHE 结构 域 The black underline at the amino-terminus indicates the CC domain, and 


the black underline at the carboxyl-terminus indicates the PEHE domain. MSL1 蛋白 来 源 物 种 和 GenBank 登录 号 Origin species of MSLI proteins and 





their GenBank accession numbers; HaMSLI ; #449 Helicoverpa armigera ( MK564008) ; DmMSLI : 











Je H 





RJ Drosophila melanogaster ( NP. 476896. 1) ; 


BmMSLI ; ZZ Bombyx mori ( NP. 001093306. 1) ; TpMSLI; 短 管 赤 眼 蜂 Trichogramma pretiosum ( XP. 023315473. 1) ; LdMSLI; = 45 $ up HH 
Leptinotarsa decemlineata ( XP. 023011834. 1) ; FoMSLI1; 西 花 葡 马 Frankliniella occidentalis ( XP. 026280477. 1) ; NIMSLI; 48 É m Nilaparvata 


lugens ( XP. 022189129.1). 


2.5 RNA 干扰 对 棉铃 虫 表 型 和 Hamsl1 基因 表达 
水 平 的 影响 

在 注射 Hamsll siRNA 24, 48 和 72 h 时 分 别 观 
察 3 组 试 虫 的 存活 情况 ,观察 结果 显示 3 个 时 间 段 
各 处 理 组 试 虫 均 未 出 现 死亡 情况 。 

qPCR 结果 显示 ,在 棉铃 虫 3 龄 末 幼 虫 体 内 注射 
0. 02 nmol/uL Hamsll siRNA 1 uL 后 , Hamsll 的 








mRNA 表达 量 显著 降低 。 与 NC-siRNA 阴性 对 照 组 
相 比 ,雄性 棉铃 虫 处 理 组 中 Hamsll 表达 量 平均 下 降 
40.6296 (P «0.05) ,雌性 的 平均 下 降 64. 27% (P < 
0.05), 5 RNase-free Water 空白 对 照 组 相 比 ,干扰 
组 中 雄性 棉铃 虫 Hamsi) 表达 量 平均 下 降 36. 01% 
(P «0. 05) ,雌性 的 平均 下 降 49. 7596 (P «0.05) 
(图 6)。 
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BiMSLI 
100 BiMSLI isoform X1 
9| p: Y 
99| |BiMSLI isoform X2 SH IHymenoptera 
57 AmMSLI isoform X1 
80 100! AmMSLI isoform X2 
SIMSLI 
88 CeMSLI isoform X1 H dus 
Coleopt 
TOOL CeMSLI isoform X2 puedes 
100 ArMSLI 
100 , TpMSLI isoform X2 
59 TpMSLI isoform X1 HS FHHymenoptera 
90 CfMSLI isoform X2 
100 ' CÍMSLI isoform X1 
92 NIMSLI isoform X1 Lost . 
76 HhMSLI-likel 十 AE BBemiptera 
OIMSLI 
65 LdMSLI is 
A ApMSLI isoform X2 H HIH HColeoptera 
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图 4 棉铃 虫 HaMSLI 和 其 他 昆虫 MSLI 基于 氨基 酸 序 列 的 系统 进化 树 ( 邻接 法 ) 
Fig. 4 Phylogenetic tree of HaMSLI from Helicoverpa armigera and MSLI from other insect species 
based on the amino acid sequences ( neighbor-joining method) 
MSLI 蛋白 来 源 物 种 及 GenBank X&3 Source species of MSLI proteins and their GenBank accession numbers; BtMSLI ; 欧洲 能 蜂 Bombus terrestris 





( XP. 003399712. 1) ; BiMSLI isoform X1, X2: 美洲 东部 能 蜂 Bombus impatiens (X1: XP. 024225581.1; X2; XP 003491902. 1) ; AmMSLI isoform 


X1, X2; 西方 蜜蜂 Apis mellifera ( X1; 


, X2: BEZK Cephus cinctus (X1; XP. 015601132. 1; 


isoform X1 


XP_392937.2; X2; XP 026301557.1); SIMSL1: 
X2; XP. 015601133. 1) ; ArMSLI : 


ZT KO IV Solenopsis invicta ( XP. 011167846. 1) ; CcMSLI 
JG 35 Itt Athalia rosae ( XP. 012257733. 1) ; 


TpMSLI isoform X1, X2; 短 管 赤 眼 蜂 Trichogramma pretiosum ( X1 ; XP. 023315473.1; X2; XP. 023315474. 1) ; CfMSLI isoform X1, X2: £ HEHk] 


蜂 Copidosoma floridanum (X1; XP. 014211317.1; 


HhMSLI-like 1: 

















X2; XP 023247352.1) ; NIMSLI isoform X1 : 
茶 翅 晴 Halyomorpha halys ( XP. 014285234. 1) ; OtMSLI ; 
HFEF Leptinotarsa decemlineata ( XP. 023011834. 1) ; ApMSLI isoform Xl , 








018320516. 1) ; FoMSLI isoform X1, FoMSLI-like 1 isoform X2: 
PrMSLI-like 1: 
(NP. 001093306. 1) ; HaMSLI : 
026730098. 1; 
示 遗 传 距离 The scale bar indicates the genetic distance. 
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2.6 RNAi 干扰 Hamsll 对 棉铃 虫 Z 染色 体 基 因 剂 
量 的 影响 

qPCR 结果 显示 ,15 个 Z 染色 体 候选 基因 拷贝 
数 为 雄性 : 肉 性 =2:1( 图 7) ,证 明 这 15 个 候选 基因 
位 于 棉铃 虫 2 染色 体 上 。 

RNAi 干扰 Hamsll 后 , Hamsll 表达 量 降 低 , 15 
+ Z 染色 体 基因 在 mRNA 水 平 上 的 获 光 定量 结 
表明 :(1) 雌 雄 棉 铃 虫 幼虫 注射 NC-siRNA 后 与 注射 
等 量 的 RNase-free Water 相 比 ,雌雄 15 个 Z 染色 体 

















褐飞虱 Nilaparvata lugens ( XP_022189129. 1 ) ; 


^E k BS DEBE Onthophagus taurus ( XP. 022913676. 1) ; LdMSL1 : 马铃薯 
X2: AHA E J Agrilus planipennis (X1; XP_018320515. 1; X2; XP_ 


LH Frankliniella occidentalis ( XV; XP_026280477. 1 ; X2; XP. 026280478.1) ; 
菜 粉 蝶 Pieris rapae ( XP. 022118724. 1) ; DpMSL1; 黑 脉 金 斑 蝶 Danaus plexippus ( OWR53188. 1) ; BmMSLI : 
Helicoverpa armigera ( MK564008 ) ; TnMSLI-like isoform X1, 
X2; XP. 026730099. 1) ; DnMSLI isoform A, B; 黑 腹 果 蝇 Drosophila melanogaster ( 4; NP. 476896. 1; B; NP. 001286054.1). 标尺 


Zt f Bombyx mori 
X2; 粉 纹 夜 蛾 Trichoplusia ni (X1; XP_ 


基因 平均 表达 量 大 幅度 上 调 (雄性 和 雌性 幼虫 中 两 
组 的 基因 表达 量 比 值 分 别 为 1.51 和 1.76)( 图 8: 
C, D) ,推测 针对 棉铃 虫 设计 的 特异 性 NC-siRNA 可 
能 发 生 了 脱 靶 现象 。(2 ) 因 注 射 NC-siRNA 引起 了 
基因 表达 量 的 显著 变化 , 故 以 下 实验 结果 分 析 将 实 
siRNA ) 5 X} H8 2H ( RNase-free Water ) 
行 比较 。 结 果 显 示 , T ULHETE ITE gy, Hamsll 

个 Z 染 色 体 基因 平均 表达 情况 :实验 组 /对 照 
组 =1.29(i 检 验 , P=0.72, 图 8: C), 其 中 ,3 个 Z 
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图 5 棉铃 虫 Hamsl1a (A) 和 Hamsllb (B) 转 录 本 在 不 同 发 育 时 期 的 表达 量 


Fig. 5 Expression levels of Hamslla ( A) and Hamsl1b (B) at different developmental stages of Helicoverpa armigera 














E: BB Egg; L1: 1 龄 幼虫 1st instar larva; L3; 3 龄 幼虫 3rd instar larva; LF; 末 龄 幼虫 Final instar larva; P; "jj Pupa; A; WE Adult. 柱 上 不 同 小 
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星 号 表示 各 个 时 期 肉 雄 间 基 因 表 达 量 差异 显著 (已 <0. 05 ) , W E S XR 2E RC EE (P 0.01) (t IE), Different lowercase letters above bars 


represent significant differences in the gene expression level between the male H. armigera at the developmental stages that can distinguish male and 


female and the one at the developmental stage that can not, while different uppercase letters represent significant differences in the gene expression level 


between the female H. armigera at the developmental stage that can distinguish between male and female and the one at the developmental stage that can 


not (P «0.05, Tukey' s HSD test). The asterisk indicates significant difference ( P «0. 05) and the double asterisk indicates extremely significant 


difference ( P «0.01) between the male and female at each of the developmental stages ( t-test) . 
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图 6 ”RNA 干扰 对 棉铃 虫 雄 (A) MECB) rp Hamsll 基因 的 干扰 效率 
Fig. 6 RNA interference efficiency of Hamsll in male (A) and female (B) larvae of Helicoverpa armigera 
选用 3 龄 末期 幼虫 供 试 。The late 3rd instar larvae were used as the test insects. NC-siRNA : 阴性 对 照 组 Negative control; RNase-free water: 空白 对 
照 组 Blank control; Hamsll siRNA; 实验 组 Experimental group. 图 8 [F] The same for Fig. 8. 








染色 体 基 因 (asmbl_6471, asmbl_ 11680 和 asmbl _ 
33814) 表达 量 上 调 导 致 13 A Z 染色 体 基 因 表 达 量 
的 整体 上 调 ,1 4 Z 染色 体 基 因 ( asmbl_9451 ) 在 两 
组 雄性 试 虫 体内 均 未 检测 到 (图 8: A) 。 干 扰 肉 性 MSLI 蛋白 是 果 蝇 剂量 补偿 复合 体 的 关键 基因 
M Rp Hamsll 后 ,15 +` Z 染色 体 基 因 平 均 表 ( Keller and Akhtar, 2015) ,作为 MSL 复合 体 中 其 他 

达 情 况 :实验 组 /对 照 组 =1.12( 检验, P 20.90, 蛋白 参与 剂量 补偿 调节 的 桥梁 与 MSL2 结合 形成 二 
图 8: D) ,其 中 ,有 3 个 ZZ 染色体 基因 (asmbl_9451， ” 聚 体 来 启动 剂量 补偿 复合 体 的 组 装 (Wu et al., 
asmbl_11680 和 asmbl, 12826) 表达 量 上 调 ( 图 8: B). 2011)。 
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图 7 棉铃 虫 15 个 ZZ 染色体 候选 基因 、Hamsll 基因 和 常 染 色 体内 参 基因 的 qPCR 验证 





y 


Sm d qx uW 4^ k 6 ux 
SBE MN MR RES 
CORO T ME 
e 


Cy 
常 染色 体 基 因 Autosome genes 








Fig. 7 qPCR validation of 15 candidate Z-linked genes, Hamsll gene and autosomal reference genes 


from Helicoverpa armigera 





本 研究 对 棉铃 忠 Hamsll 基因 进行 了 初步 探究 , 
通过 RT-PCR 技术 首次 克隆 了 棉铃 虫 棉铃 虫 Hamsll 
基因 的 cDNA 全 长 序列 ,序列 分 析 表 明 该 基因 所 编 
码 的 蛋白 含有 果 晶 MS 蛋白 参与 剂量 补偿 调控 的 
关键 结构 域 ,其 一 是 典型 的 PEHE 结构 域 ( Marín, 
2003) ,该 结构 域 高 度 保守 ,与 其 他 昆虫 MSLI EA 
结构 类 似 , 是 将 果 蝇 剂量 补偿 复合 体 蛋 白 MSL3 与 
MOF 连接 到 MSL 复合 体 上 的 关键 结构 域 ( Marin, 
2003; Lucchesi and Kuroda, 2015); 其 二 是 通过 
Paircoil 程序 预测 出 的 CC 结构 域 ,而 且 P 分 值 很 低 
(P 分 值 越 低 , 说 明 该 结构 域 存在 的 可 能 性 越 大 )， 
说 明 棉 铃 虫 体内 存在 CC 结构 域 的 可 能 性 很 大 ,而 
CC 结构 域 是 MSL1 与 MSL2 蛋白 的 互 作 位 点 (Li et 
al., 2005) 。 因 此 ,Hamsll 极 有 可 能 是 果 蝇 msll 的 
同 源 基因 。 更 为 重要 的 是 ,在 棉铃 虫 MSL 复合 体 的 
5 个 基因 中 只 有 Hamsll 基因 位 于 Z 染色 体 上 ,而 其 
余 4 个 基因 全 部 位 于 常 染色 体 上 (Zhang et al., 未 发 
表 ) 。 以 上 说 明 棉 铃 虫 和 果 蝇 可 能 具有 类 似 的 剂量 
补偿 机 制 或 者 可 能 含有 共同 参与 剂量 补偿 调控 的 基 
msll, 

不 同 发 育 时 期 的 表达 模式 (图 5) 表明 ,早期 幼 
虫 阶段 Hamslla 和 Hams1b 基因 的 表达 量 都 比较 
低 , 孵 期 的 相对 表达 量 则 略微 高 于 早期 幼虫 ,而 随 着 
龄 期 的 变化 ,表达 量 又 急剧 上 升 ,急剧 上 升 的 时 间 段 
与 棉铃 虫 性 腺 成 熟 时 期 比较 吻合 ,说 明 Hamsll 基因 
可 能 随 着 性 乃 的 成 熟 ,在 发 育 后 期 发 挥 剂量 补偿 的 
功能 。 该 基因 上 肉 雄 个 体 表 达 量 差异 随 龄 期 增长 而 增 
加 ,转录 水 平 的 高 低 与 基因 的 功能 具有 紧密 的 联系 






























































































































































(Inoue and Horimoto, 2017) ,因此 我 们 推测 雌雄 基 
因 表 达 量 不 同 是 因为 参与 棉铃 虫 肉 雄性 染色 体 剂 量 
补偿 的 程度 不 同 ,高 表达 量 可 能 使 性 染色 体 基因 的 
转录 活性 更 高 。 而 且 该 基因 可 能 不 仅 参 与 调控 棉铃 
虫 性 染色 体 剂量 补偿 , 且 有 可 能 与 棉铃 虫 性 别 发 育 
相关 。 

本 研究 通过 活体 干扰 进一步 分 析 了 Hamsll 基 
因 对 棉铃 虫 Z 染色 体 的 影响 ,结果 显示 ,15 个 Z Ut 
色 体 基因 平均 表达 量 在 实验 组 和 对 照 组 没有 统计 学 
意义 上 的 差异 。 而 数据 分 析 结 果 显 示 ,与 空白 对 照 
组 相 比 ,干扰 后 雄性 棉铃 虫 Z 染色 体 基 因 平 均 表达 
量 轻 微 上 调 ( 实验 组 /对 照 组 =1. 29 ) ,干扰 后 雌性 
棉铃 虫 ZZ 染色体 基 因 表 达 量 基本 不 变 ( 实 验 组 /对 
照 组 =1.12)( 图 8) ,这 与 我 们 先前 得 到 棉铃 虫 存在 
性 染色 体 剂 量 补偿 的 结论 基本 吻合 。 果 蝇 msll 基 
因 缺 失 导 致 雄性 晚期 幼虫 或 者 师 死 亡 ( Belote, 
1983) ,因此 干扰 选择 在 3 龄 未 进行 。 由 于 Hamsll 
基因 在 不 同 发 育 阶段 转录 水 平均 比较 低 , 且 幼虫 阶 
段 更 低 , 因 而 幼虫 阶段 干扰 的 缺点 也 显现 出 来 。 由 
于 mRNA 表达 量 低 , 干 扰 效 率 受 到 影响 ,这 可 能 对 
检测 实验 组 和 对 照 组 的 Z 染色 体 基因 表达 量变 化 
是 否 存在 显著 差异 存在 一 定 影响 。 在 这 15 个 基因 
中 ,每 个 基因 表达 量变 化 各 异 , 究 其 原因 , 除 每 个 基 
因 本 号 有 各 自 功 能 外 ,很 大 程度 上 是 因为 并 不 是 所 
有 性 染色 体 基因 都 会 被 剂量 补偿 (Smith et al., 
2001; Horabin, 2018) 。 而 单 从 表达 量变 化 角度 ,本 
研究 结果 表明 Hamsll 基因 参与 调控 棉铃 虫 2 染色 
体 剂量 补偿 ,表现 为 抑制 雄性 Z 染色 体 基因 表达 。 
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图 8 干扰 Hamsll 基因 对 棉铃 虫 雄 (A, C) MECB, D) Jih 15 个 Z 染 色 体 基因 表达 水 平 的 
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Fig. 8 Effect of interfering Hamsll on the expression level of 15 Z-linked genes in male (A, C) and 


female (B, D) larvae of Helicoverpa armigera 











A, B: qPCR 检测 15 个 Z 染 色 体 基 


linked genes in three groups of male ( A) and female (B) larvae; C, D: 
平 。 散 点 图 表示 15 4 Z 染色体 基因 表达 量 的 平均 数 (中间 水 平 线 ) 



































因 在 3 2 HE (A ) MECB) 幼虫 中 的 单 





linked genes in three groups of male ( C) and female (D) larvae. Scat 


interquartile range ( IQR) of the expression level of 15 Z-linked genes. 





本 研究 初步 探 明 了 Hamsll 基因 在 棉铃 虫 生长 
发 育 过 程 的 表达 格局 ,通过 干扰 实验 推测 该 基因 极 
有 可 能 参与 调控 棉铃 虫 性 染色 体 剂量 补偿 。 而 干扰 
Hamsll 基因 并 没有 导致 棉铃 虫 死 亡 ,推测 主要 原因 
是 Hamsll 基因 只 是 被 敲 减 ,并 没有 被 敲 除 或 突变 。 
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表达 水 平 qPCR analysis of the single gene expression level of 15 Z- 
色 体 基因 在 3 组 雄 (C) 上 肉 (D) 试 虫 中 的 平均 表达 水 
区 间 (IQR) qPCR analysis of the mean expression level of 15 Z- 
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icate the mean value ( the horizontal line in the middle ) and 
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但 不 排除 以 下 情况 :〈1) 棉铃 虫 剂量 补偿 机 制 和 果 
晶 不 同 ,Hamsll 作为 棉铃 虫 调控 性 染色 体 剂量 补偿 
的 关键 基因 ,对 棉铃 虫 性 染色 体 基因 表达 量 起 调控 
作用 ,但 并 不 会 因为 表达 量 的 下 调 而 发 生 致死 现象 ; 
(2) 在 果 蝇 中 突变 3 龄 幼虫 的 msll 基因 使 该 基因 发 
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生变 异 ,使 果 晶 致死 。 而 在 棉铃 虫 中 ,棉铃 虫 3 龄 末 
幼虫 性 腺 发 育 不 完全 , 其 剂量 补偿 基因 转录 活性 不 
高 ,部 分 沉默 该 基因 并 不 能 发 生 明 显 的 表 型 变化 ; 
(3) Hams 只 作为 辅助 因子 参与 到 棉铃 虫 剂量 补偿 
中 ,但 不 是 棉铃 虫 剂量 补偿 机 制 的 关键 基因 。 因 此 ， 
下 一 步 可 采用 不 同 敲 除 或 融 减 策略 ,进一步 明确 该 
基因 的 分 子 功能 ,为 深入 探讨 棉铃 虫 剂 量 补偿 分 子 
机 制 提 供 理 论 依据 ,以 期 为 棉铃 虫 的 绿色 防 控 提 供 
新 的 思路 。 
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